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Abstract (Basic) : DD 294711 A 

'rhe use ot the new inhibitors of formula (I) for inhibiting the 
catalytic activity of enzymes, and as diagnostic agents for these 
enzymes is new. 

Rl-C (0) -NH-O-C (0) -R2 (I ) 

RICO is the residue of an amino acid or peptide (both opt. 
N-substd. by aikoxycarbonyl , aralkoxycarbonyl, alkanoyl, 
cycloalkylcarbonyl , aralkanoyl , aroyl , heterocyclylcarbonyl , 
alkylsulphonyl, arylsulphonyl, monoaralkylcarbamoyl, cinnamoyl, 
alpha-aralkoxycarbonylaminoalkanoyl; or where the N-substit. completes 
a cyclic amide; the amino acid or peptidyl residue components, are L- 
or D-amino acids found in proteins, or they are non-protein or substd. 
amino acids), residues of aliphatic, branched, aromatic (opt. substd.) 
or heterocyclic acyl (e.g. aralkoxycarbonyl, alkanoyl, 
cycloalkylcarbonyl , aral kanoyl , aroyl , heterocyclylcarbonyl , 
alkylsulphonyl, arylsulphonyl, monoaralkylcarbamoyl, cinnamoyl or 
alpha-aralkoxycarbonylaminoalkanoyl, collectively Ra) . 

R2C0 = aliphatic, branched or opt. substd. aromatic acyl (e.g. 
benzoyl opt. substd. by F, CI, Br, N02, NH2, Me or MeO) or heterocyclic 
acyl (such as Ra above); or a prim, or sec. amine, such as (branched) 
aliphatic, heterocyclic or aromatic (opt. substd.) amines, including 
C-protected or unprotected amino acids and peptides; D- and other 
non-protein or substd. amino acids which can also be peptide 
components, e.g. Sarcosine, N-methylalanine, dehydroalanine, aziridine- 
or azetidine- carboxylic acid, dehydroproline or amino-benzoic acid. 

USE/ADVANTAGE - (I) are irreversible inhibitors of enzymes 
involved in cleavage, formation and isomerisation of ester and peptide 
bonds (esp. peptide hydrolases, lipases, esterases, synthesises or 
transacylases) in normal and pathological body fluids, tissues, etc.orm 
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(54) Neue irreversible Inhibitoren zur Hemmung der katalytischen AktivitSt von Enzymen und Verf ahren zu ih- 
rer Herstellung 



(55) Inhibitoren; Enzyme; Hydrolasen; Proteasen; Aminosaurederivate; Peptidderivate; irreversible Hemmung; 
Dtagnostika; Therapeutika; Pharmaka 

(57) Die Erfindung dient der Entwicktung, Herstellung und Anwendung von hochwirksamen, irreversiblen Inhibitoren 
zur Hemmung unerwunschter Aktivitat von Enzymen, die im Zuge ihrer katalytischen Einwirkung auf Substrate 
Esterbindungen spalten und knupfen sowie Peptldbindungen spalten, isomerlsieren und synthetisieren konnen. Die 
Erfindung bezieht sich auf Diacyl Hydroxylaminderlvate der allgemeinen Formel R1-CO-NHO-CO-R2. Ziel der 
Erfindung ist ein leicht anwendbares Verfahren zur Kontrolle der Aktivitat von Enzymen in deren gereinigter Form 
sowie in normalen und pathologisch veranderten Kdrperflussigkeiten, Organen, Geweben, Zellen sowie ZeMkulturen 
menschlicher, tierischer, mikrobieller, viraler Herkunft sowoht in vitro als auch in vivo und zur synthetlschen 
Gewlnnung der Inhibitoren. Dabei kann der Rest R|~CO- fur Aminosaure- oder N geschutzte Aminosaurereste sowie 
N goschutzte Peptidylreste oder N-ungeschutzte Peptidylreste stehen, wobei die N Schutzgruppen Alkoxycarbonyl, 
Aralkoxycarbonyl, AlkanoyI, Cycloalkylcarbonyl, AralkanoyI, AroyI, Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl, 
Aryisulphonyl, Monoaralkylcarbamoyl. CinnamoyI, a-AralkoxycarbonylaminoalkanoyI Gruppierungen bzw. gemeinsam 
mit dem Stickstoffatom gebildete cyclische Amide darstollen konnen und wobei die Aminosauren bzw. die 
Bestandttiile der Peptidylreste proteinoge L- und D-Aminosauren oder andere nichtproteinogene oder substituierte 
Aminosauren sein konnen bzw. aliphatische, verzweigte, aromatische sowie aromatische substituierte und 
heterocyclische Acylreste wie Aralkoxycarbonyl, AlkanoyI, Cycloalkylcarbonyl, AralkonoyI, AroyI, 
Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl, Aryisulphonyl, MonoaralkylcarbamoyI, Cinnamoyl. 

a-AralkoxycarbonylaminoalkanoyI Gruppierungen darstellen. R2-CO- steht fur aliphatische, verzweigte, aromatische 
sowie aromatische substituierte Acylreste wie z. B. Benzoylreste mit Substituenten in ortho-, meta- oder 
para-Stetiung oder Substituentenkombinationen in diesen Stellungen, vorzugswelse der Atome bzw. Gruppierungen F, CI, 
Br, NO2, NH2, CH3, CH3O und substilMierie und unsubstituierte heterocyclische Acylreste wie Aralkoxycarbonyl, 
AlkanoyI, Cycloalkylcarbonyl, AralkanoyI, AroyI, Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl, Aryisulphonyl, Monoaralkyl- 
carbamoyI, Cinnamoyl, a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen. Dabci kann R2 auch primare oder sekundare 
Amine reprasentieren (wie aliphatische, verzweigte aliphatische oder heterocyclische oder aromatische, substituierte und 
unsubstituierte Amine, einschlie&lich von C- terminal geschutzten und ungeschutzten Aminosauren und Peptiden, D- und 
anderen z. B. nichtproteinogenen bzw. substituierten Aminosauren, wie z. B. Sarcosin, N-Methylalanin, Dehydroatanin, 
Aziridincarbonsaure, Azetidincarbonsaure, Dehydroprolin, Aminobenzoesaure, die auch Bestandteite der Peptide sein 
konnen). Die Erfindung ist fur die Medizin, Immunbiochemie und die pharmazeutische Industrie zur Anwendung als 
Diagnostika, Therapeutika oder Pharmaka von Bedeutung. 
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Patentanspruch: 

1. Verwendung von neuen Inhibitoren zur Hemmung der katalytischen AktivitSt von Enzymen und als 
Diagnostika fur diese Enzyme, gekennzelchnet durch Verbindungen der allgemeinen Fbrmel I 

R,-C0-NH-0-C0-R2, 

wobei der Rest Ri-CO-fur: 

- Aminosaure-oder N-geschutzte AminosSurerestesowie N-geschGtzte 
Peptidylreste Oder N-ungeschOtzte Peptidylreste, 

wobei diese N-Schutzgruppen Alkoxycarbonyl, Aralkoxycarbonyl, AlkanoyI, 
Cycloalkylcarbonyl, AralkanoyI, AroyI, Heterocyclylcarbonyl, 
AlkylsuIphonyL Aryisulphonyl, MonoaralkylcarbamoyI, CinnamoyI, 
o-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen bzw.gemeinsam mit 
dem Stickstoffatom gebildete cyclische Amide darstellen konnen, und wobei 
die AminosSuren bzw. die Bestandteila der Peptidylreste proteinogen 
L*und D-Aminosdurenoderanderenichtprotoinogene odersubstituierte 
AminosSuren sein konnen; 

- aliphatische, verzweigte, aromatische sowie aromatische substituierte und 
heterocyclischeAcylrestewieAralkoxycarbonyl, AlkanoyI, 
Cycloalkylcarbonyl, AralkanoyI, AroyI, HeterocyclylcarbonyL 
Alkylsulphonyt, Arylsulphonyt, MonoaralkylcarbamoyI, CinnamoyI, 
G-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen; 

RT-CO-f ur: - aliphalische, verzweigte, aromatische sowie aromatische substituierte 
Acylrestewiez. B. 

Benzoylreste mit Substituenten in ortho-, meta- Oder para-Stellung Oder 
Substituentenkombinationen in diesen Stellungen, vorzugsweise der Atome 
bzw. Gruppierungen F, CI, Br, NO2, NHj, CH3, CHaO und substituierte und 
unsubstituierteheterocyclischeAcylrestewieAralkoxycarbonyl,Alkanoyl, 
Cycloalkylcarbonyl, AralkanoyI, AroyI, Heterocyclylcarbonyl, 
Alkylsulphonyl,AryIsulphonyl,Monoardlkylcarbamoyl,Cinnamoyl, 
a-AralkoxycarbonylaminoalkanoyI Gruppierungen, 
bzw. fur: 

primare oder sekundare Amine, wle fur aliphatische, verzweigte aliphatische 
Oder heterocyclische oder aromatische, substituierte und 
unsubstituierteAmine.einschlieBlichvonC-terminalgeschutztenund 
ungeschutzten AminosSuren und Peptiden, D- und anderen z. B. 
nichtproteinogenen bzw.substituierten Aminosduren,dieauch Bestandteile 
der Peptide sein konnen wie z. B. Sarcosin, N-Methylalanin, Dehydroalanin, 
AziridincarbonsSure, AzetidincarbonsSure, Dehydroprolin, 
AminobenzoesSuresteht. 

2. Verfahren zur Beeinfiussung der Aktivitat von Enzymen durch neue, mechanisch-orientierte 
Inhibitoren der allgemeinen Formal I, gekennzelchnet dadurch, daS die inhibitorisch aktive Form 
des Inhibitors wahrond der Wechselwirkung zwischen Enzym und Inhibitor generiert wird und 
entweder ein carbonylaktives Isocyanat, ein Carbonylnitrenium, ein Carbonylnitren oder einen 
Acylrest darstellt. 

3. Verfahren zur Herstellung neuer, mechanismus-oriantierter Inhibitoren fur Enzyme, 
gekennzelchnet dadurch, daH ihre Darstellung ausgehend von R1-CO-NHOH vorzugsweise durch 
Einfuhrung der 0-Acylfunktion (R2-CO-) mittets Carbonyldiimidazol als Kupplungsreagenz und der 
entsprechenden Carbonsaure R2-COOH und im Falle der Einfuhrung von Carbaminsaurederivaten 
(als 0-Acylgruppierungen, Rt-CO-) uber die Darstellung eines aktivierten 
CarbaminsMurenitrophenylesters und dessen nachfolgender Reaktion mit der gereinigten 
Acylhydroxamsaure Ri-CO-NHOH zum gewunschten Diacyl Hydroxylamin der allgemeinen 
Forme! I erfolgt. 
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4. Verwendung von neuen, mechanismus-orientlerten Inhibitoren fflr Enzyme nach Anspruch 1, 
gekennzelchnet dadurch, daB disse Oder pharmazeutisch formulierte Komplexe zur trreversiblen 
Hemmung der katalytischen Aktivitat von Peptidhydrolasen, Lipasen, Esterasen, Synthetasen, 
Transacylasen, die sowohl kovalente als auch nichtkovalente Zwischenprodukte mit ihren 
Substraten wShrend der Katalyse bilden und zur Auspragung ihrer Aktivitat u.a. katalytisch aktive 
Serin-, Cystein- oder Aspartatreste enthalten oder mit Hilfe von Metalllonen katalytisch wirksam 
sindjn ihrer gereinigten Form oderinnormalenund pathologisch veranderten Korperfliissigkeiten, 
Organen, Geweben, Zellen sowie Zellkulturen menschlicher, tierischer, mikrobleller, viraler 
Herkunft als Diagnostika, Therapeutika oder Pharmaka zur Anwendung gelangen. 

Anwendungsgeblet dar Erffndung 

Die Erfindung betrifft die Entwickluhg von mechanismus-orlentierten, Irreversibel wirkenden Inhibitoren fOr Enzyme, die im 
Zuge Ihrer katalytischen Elnwlrkung auf Substrate Esterbindungen und Peptldblndungen spalten, Isomerislaren sowie knOpfen 
konnen. 

Die erfindungsgemSBen Verbindungen wirken u.a. auf die Aktivitat von Peptidhydrolasen (Proteasen, Proteinasen, Peptldasen), 
LIpasen, Esterasen, Synthetasen, Tranoacylasen, die sowohl kovalente als auch nichtkovalente Zwischenprodukte mit ihren 
Substraten wShrend der Katalyse bilden und zur Ausprflgung ihrer Aktivitat u.a. katalytisch aktive Serin-, Cystein- und 
Aspartatreste enthalten oder mit Hilfe von Metalllonen katalytisch wirksam sind. 

Inhibitoren derartiger Enzyme dlenen dazu, deren unerwOnschte Aktivitfit in verschledenen pathologlschen Zustfinden, bei 
Fermentationsprozessen in der Lebensmittelindustrle, unter Laborbedingungen wirksam zu unterdrQcken. 
Die Erfindung ist zur Anwendung als Pharmaka bei der Therapie verschiedener Erkrankungen In der Humanmedizin, 
Veterinarmedizin, Pharmakologle, als Felnchemlkalien In der Biotechnologle, Biochemie, Immunhlochemie, Molekularbiologie, 
Genetik, Pharmazle, Lebensmittelindustrle und fur die pharmazeutische Industrie geeignet. 

Charakterlstlk der bekannten technlschen Ldsungen 

Die selektive Hemmung von Enrymen (insbesondere von Peptidhydrolasen) zu therapeutischen, wissenschaftlichen und 
technischen Zwecken gelingt bisher Insbesondere durch den EInsatz reversibler Inhibitoren, die durch langwierige Verfa'.ren aus 
mikrobiellem, tierlschem und pflanzlichom Material Isoliert warden mussen (Proteinase Inhibitors, Katunuma, N., Umezawa, H., 
Holzer, K., Hrsg,, Sprtnger-Verlag, Berlin, 1 883) sowIe durch synthetische Substanzen wie Slatinpeptide, Cephalosporine, 
Haloenollactone, Peptidboronsfiuren und Peptidaldehyden (Design of Enzyme Inhibitors as Drugs, Sandler, M., Smith, H. J., 
Hrsg., Oxford University Press, Oxford (1989). 

Urn eine selektive Inhibierung 2u erreichen, mOssen oft sehr aufwendige synthetische Verfahren zur Anwendung gebracht 
warden. So erfolgt die Synthase eines Immunsuppressiv wirksamen Inhibitors des Cyclophillns durch verlustreiche 
Kondensation von vier Struktursegmenten zu einem 23gliedrigen Ringsystem Stinson, S., Chem. Eng. News. 67, 6, 1989, 29-30). 
Andererseils besitzen verschledene Inhibitoren wie Peptidyl halomethylketone, Peptidaldehyde, Peptidyl-N-Nitrosamlde 
aktivierteCarbonyl-bzw.MethyIengruppen,diedieStabiliiatderVerblndungen In biologlschen Material starkelnschrfinken und 
darOber hinaus unspezifisch u.a. sehr mutagen wirken (Methods in Enzymology, Bd.XLVI, Academic Press, New York 1977, 
3-240 und Fittkau, S„ Jahreis, G., Peters, K., and LBalaspIri, J.Prakt.Chem.328, 1986, 5?9-538). 
Darauf hin wurde von uns ein leicht anwendbares, robustes Verfahren entwickelt, daQ zur spezifischen Hemmung der 
katalytischen Aktivitat von Peptidhydrolasen fOhrt, die wahrend ihrer Funktion kelne C-terminal freien Carboxylgruppan im 
Substrat ben6tigen und katalytisch wirksame Sarin- oder Cystelnreste enthalten (Fischer, G., Demuth, H.-U., Barth, A., 
DD158109,1982). 

Mil den (diesom Verfahren entsprechenden) Verbindungen der Struktur N-Peptidyl-O-Benzovl Hydroxylamine, gelingt die 
selektive Inhibierung von Serinproteasen (Demuth, H.-U., BaumgraS, R, Schaper, C, Fischer, G., and Berth, A. J. Enzyme 
Inhibition 2, 1988, 12^-142) und von Cystelnproteasen (Smith, R. A., Coles, P. J., Spencer, R.W., Copp, L J., Jones, C.S., and 
Krantz, A., Biochem.Blophys.Res.Commun.ISS, 1988, 1201-1207). 



Zlel der Erfindung 

Das Ziel der Erfindung besteht darin, hochwirksame, irreversible Inhibitoren fur die Hemmung der Aktivitat von Enzymen 
(vorzugswelse Peptidhydrolasen, Lipasen, Esterasen, Synthelasen, Transacylasen) auf der Basis der Oiacyl Hydroxylamine zur 
VerfOgung zu sicHen, die sich als leicht herstellbare, hochwirksame und selektiv wirkende Substanzen durch Variation ihrer 
Reste R„ zweckgebunden, zur graduellen Abstufung ihrer Stabilitat, Appllzierbarkeit, BioverfOgbarkeit und inhibltorischen 
Potenz insbesondere in der medizinischan Therapie und Diagnose einsetzen lessen. 



Darlegung des Wesens der Erfindung 

Der Erfindung liagt die Aufgabe zugrunde, neue irreversible Inhibitoren fOr Enzyme (insbesondere Peptidhydrolasen) vom Typ 
'jer Diacyl Hydroxylamine zu entwickeln. 

Das von uns oben beschriebene, eIngefOhrte Verfahren definlerte den N-Pepttdylrest der Verbindungen als a-Aminos8'jro-, 
N-geschulzten a-AminosSure- oder Peptidylrest und cen Benzoylrest mit Substituenten oder Substituentenkomblnatic.nen in 
ortho-, meta- oder para-Stellung, vonugsweise F, CI, Br, NOj, CHj, CH3O. • 
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Untersuch^jngen zum Mechaniamus der InaktMerung der Serinpep:id*»8o Dipeptldyl Peptidase IV mittals Inhlbitoren der oben 
genannten Struktur, lassen aber eiwarten, dad das Wirkpriruip wait Ober die von uns tn der Patentschrift CD 158109 
beschriebenen Slruktur en und Zieleniyme hinausgeht (Demuth, H.-U., Neumann, U., and Barth. A*, J. Enzyme Inhibition, 2, 1989, 
239-248) und damit die Verwendbarkoit von Verbindungen a) weitergehender struktureller Variationen in Verfahren zur 
Hemmung von Enzymen mit b) audi andoren Eigenschaften als danon der kovalent katalysierenden Peptidhydrolasen mit 
katalytisch aktiven Cystein- und Serlnresten ermSglicht. Das schlieQt auch Enzyme ein, deren Substrate C-termfnal freie 
Carboxylgruppen tragen, die durch die ursprOngliche Patentschrift ausdrucklich ausgeschlossen worden waren. 
Es wurden zur Herstellung dieser Strukturen neuartige Syntheseverfahran entwickelt, die aich im Vergleich zu den bisherigen 
durch Reduzierung der Syntheseschritto und leichtere Zugfinglichkeit der Strukturvariationen und deren Produkte sich weiterhin 
durch folgende Vorterle auszeichnen: 

1. EinfacheMolekulstruktur 

2. Leichte synthetische und damit blllige ZugSnglichkeit 

3. FShigkeit durch einfachste Strukturvariationen hohe Selektivitdt zu erzlelen 
A, Fdhigkeit durch geeignete Wahl der Substituenten 

a) die Lebensdauer der Verbindungen 

b) die BioverfOgbarkeit der Verbindungen 

c) die Transportlerbarkait der Verbindungen zu beeinflussen 

5. Univeraellere Anwendbarkeit auf verschiedene Enzymklassen nicht nur auf Protaaaen, die Cyateln* und Serlnreste zur 
Katalyse ben6tigen. 

Diese Eigenschaften warden erflndungsgemSG durch Verbindungen der allgemelnen Forme! I 

Rj-C-NH-O-C-R, 
0 0 

erfiillt, wobel der Rest Ri-CO- steht fur: 

- AminosSure- oder N-geschulzte Aminosfiureraste sowie N-geschOtzte Peptidylreste oder N-ungeschOtzte Pcplidylreste; 
wobei diese N-SchuUgruppen Alkoxycarbonyl, Aralkoxycarbonyl, AlkanoyI, Cycloatkylcarbonyl, AralkanoyI, AroyI, 
Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl, Arylsulphonyl, MonoaralkylcarbamoyI, CInnamoyI, a-AralkoxycarbonylamlnoalkanoyI 
Gruppierungen bzw. gemeinsam mit dam Stickstoffatom gebildetecyclische Amide darstellen konnen; und wobei die 
Aminosauren bzw. die Bestandteile dar Peptidylreste protelnogen L- und D-AminoaSuren oder andere nichtproteinogene oder 
substttuierte AminosMuren sein kdnnen. 

- aliphatische, verzwelgte, aromallsche sowie aromatische aubstiluiarte und heterocycllsche Acylreste wie Ar alkoxycarbonyl, 
AlkanoyI, Cycloalkylcarbonyl, AralkanoyI, Aroyl, Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl, Arylsulphonyl, 
MonoaralkylcarbamoyI, CinnamoyI, a-AralkoxycarbonylaminoalkanoyI Gruppierungen. 

Rr-CO- steht fiir: 

- aliphatische, verzwelgte, aromatische sowie aromatische aubstitulerte Acylreste,wie z. 8. Benzoylreste mit Substituenten in 
ortho-, meta- oder para-Stellung oder Substituemenkombinatlonen In diesen Stallungen, voaugsweise der Atome bzw. 
Gruppierungen F, CI, Br, NOj, NH„ CH3, CH3O und substitulerte und unsubstituierte heterocycllsche Acylreste wie 
Aralkoxycarbonyl, AlkanoyI, Cycloalkylcarbonyl, AralkanoyI, Aroyl, Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl, Arylsulphonyl, 
MonoaralkylcarbamoyI, CinnamoyI, a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen. 

- Dabei kann R2 auch stehen fur: 

primfire oder sakundflre Am*ne (wie far aliphatische, verzwelgte aliphatische oder heterocycllsche oder aromatische, 
substitulerte und unsubstituierte Amine, einschlieBlich von C-termlnal gaschatiten und ungeschOtzten Aminosfiuren und' 
Peptiden, D- und anderen z. B. nichtproteinogenen bzw. substitulerten Amlnosfluren, die auch Bestandteile der Peptide sein 
konnen wie z. B. Sarcosin, N-Methylalanin, Dehydroalanin, AziridincarbonsSure, Azelidincarbonsaure, Dehydroprolin, 
Aminobenzoesiure). 

Bei der Einwirkung der wSftrigen Ldsung eines Stoffes der allgemelnen Formel mit solchen Resten R, und R,, die von dem 
betreffenden Zielenzym als substratanaloge Strukturen erkannt werden, auf das betreffende, Im Isolierten Zustand oder in 
biologischem Material befindliche Enzym wird eine zeitabhSngige Inhibierung der EnzymaktivitSt unter Bedingu ngen erzielt, die 
fdr die ubiiche WirkungsausprSgung der EnzymaklivitSt charakteristisch sind und dabei von der Inhibitorkonzentration und der 
Struktur der Reste Ri und Rj abhSnglg ist. 

Die erfindungsgemiBen Verbindungen entfallen ihre Wirkungen derart, daB nach Bindung der Inhlbitoren an dasZieienzym ein 
Rest Rj-COO' abgespalten wird, und ein verblelbandes reaktives Intermadiat mil den mdglichen Strukturen R|-CON, R,-CONH'' 
Oder R2-NCO durch Reaktion mil Gruppen Im oder In der Nachbarschaft des aktiven Zentrums die weitere katalytische AktivitSt 
des jeweiligen Enzyms blocklert wird. Diesen Typ der Inhibierung bezeichnet man als mechanismus-orlentierte Inhibierung 
(Demuth, H.-U., Neumann, U., Pharmazle 44, 1989, 1-11). Das Verfahren baruht darauf, daB die zur Modifizlerung des Enzyms 
fOhrende chemischo Reaktion vorwiegend durch die katalytische Einwirkung des Zlelenzyms auf den Inhibitor erfolgt, so daB 
unspezifische Reaktionen mit andoren Btomolakulen weitestgehend vermleden werden kdnnen. 

Inhlbitoren dor allgemelnen Formel zeichnen sich durch hohe Selektivltfit zwlschen den Zielanzymen aus. Eine Variation dieser 
Spezifitat, der Inhibierungsgeschwindigkeit, Jhrer Lebensdauer in blologischen Lflsungen und ihrer Penetrationselgenschafien 
kann durch die entsprechende Auswahl und Kombination der Reste Ri und Rj sowie deren Substituenten vorgenommen weiden. 
Die notigen synihetischen Operalionen zur Bereitstellung der Reste Ri-COOH und R^-COOH bzw. Ri und R, erfolgen nach den 
dafur ubiichen peptidchemischen Methoden (Wiinsch, E., Synlhese von Peptiden, Houben-Weyl, Band 15/1, Methoden der 
organischen Chemie, Muller, E., Hrsg., Georg-Thieme-Verlag Stuttgart 1974). Filr die VerknQpfung dieser Ausgangsprodukte zu 
Inhlbitoren analog Formel I werden neue Syntheseverfahran zur Anwendunggabracht. 

Die erffridungsgemSB erhaltenen Diacyl Hydroxylamine entaprechend der allgameinen Formel I oder deren pharmazeutisch 
anwendbaren Formulierungskomplexe kfinnen als Irreversible Inhlbitoren zur Hemmung der katalytischen Aktivitit von 
Enzymen wie Proteinasen, Peptidasen, Llpasen, Esterasen, Synthetasen, Transacylasen in deren gereinlgter Form als auch In 
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normalen und pathologisch verfinderten menschlichen odor tlerlschen KOrpernDssigkelten, Organen und Geweben sowlaZellen 
und Zatlkulturen, viralan, mikrobiallen, tierlscher Oder pflanztlcher Herkunft sowohl In vitro ats auch in vivo hemmen und damit 
als hochwtrkaanie Diagnostlka, Zytoatatlka, Immunsuppressiva, Antl-Tunfiorpharmaka, antivirate Pharmaka, Antl-HIV-1* 
Pharmaka bzw. generell als Therapeutlka bel Stoffwechsel- oder Regulationsprozessen zum EInsatz kommen, bel denen 
unerwOnschtd Akttvitat oben ndher speziflzlerter Enzyme pathologlsrhe VerSndarungen im jeweillgen Organlsmus induzleren. 



AusfQhrungsbelsplele 
Betsplel 1 

Die AcylhydroxamsBuren als Ausgangsprodukte werden durch Behandlung der Sflure Rt-COOH mit equlmolarer Mange 
Carbonyldilmldazol und nachfolgender Zugabe von Hydroxylamlnhydrochlorid dargestellt (Staab, H. A., LQking, M., Durr, F. H., 
Chenri.Ber.95 1962, 1275-1283). 

Ohne weitere Reinlgungsoperationen wird dann durch die Zugabe eines weiteren Equivalents Carbonyldilmldazol und elnes 
Equivalents das Restes Rr-COOH unter Verwendung katalysierender Base (Pyridin, N-Dimethylpyrtdin) das gewOnschte 
Endprodukt erhalten. Die sSulenchromatographische Reinlgung der Reaktionsldsung an Silicagel bzw. Sephadox LH-20 und 
nachfolgende Kristalliaatlon des Produktes aus Ethanol/Essigester, oder Essigester/Petrolether fuhrt zum gewQnschten 
Endprodukt der allgemeinen Formel I. 

Belsplel 2 

Das Syntheseverfahren dient der selektlven ElnfUhrung von CarbamlnaSureresten (Ra entspricht Aminen, C-termlnal geschutzten 
Oder ungeschOtzten a-Amlnosiuren oder Peptlden) In die Struktur der allgemeinen Formel I. Dabel wIrd Acylhydroxamsfiure 
R,-CO-NH0H gereinlgt eingesetzt. 

Durch Reaktlon zwischen von 4-Nitropheny1-chloroformlat mIt der Aminokomponente Rj entsteht ein aktlviertes 
CarbaminsSureesterderivat der allgemeinen Formel: Np-CO-NH-R' Oder Np-CO-NR'R", wobei NH-R' und NR'R" dem Rest Rj 
der allgemeinen Formel entsprechen und neben AmInosSuren und Peptidderivaten auch aliphatische, verzwelgte, 
heterocyclische oder aromatlsche Amine darstellen kdnnen. Np- ist der 4-Nitrophenylrest. ROhren eine Equivalentes 
AcylhydroxamsSure (Ri-CO-NHOH) mit einem Equivalent Np-CO-Ri bei O^C in THF fOhrt zur gewQnschten 
DIacylhydroxamsSure, die analog der in Beispiel 1 beschrlebenen Methoden gereinlgt werden kann. 

Belsplel 3 

N-tert.Butyloxycarbonyl-Atanyl-Phenylalanyl-O-Acetyl 

Hydroxylamin (Konzentrationsbereich 1-100 pM)wurde bei 25''C (in 50mMTricinpuffer,pH7,6) mit dem Enzym Subtilisin 
inkubiertunddlelnaktlvierung des Enzymsmittels desTestsubstrats N-Succtnyl-Alanyl-Alanyl-Alanyl-Nitroanilid (10-500 pM) 
verfolgt. 

Die ermittelten Parameter der Inaktiviarung betragen: 
Ki = 47 pM und kinact » 0,003 sec' \ 

Belsplel 4 

N-Carbobenzoxy-Phenylalanyl-Phenylalanyl-0*Methacryl 

Hydroxylamin (Konzentrationsbereich 10-1 OOOnM) wurde bei 25''C (In 50mM Acetatpuffer, pH5,5) mit dem Enzym Cathepsin L 

inkubiart und die Inaktiviarung des Enzyms mittels des Testsubstrats N-Ca:bobenzoxy-Phenylalanyl-Arginyt- 

Methylcoumarinamid (3-6pM) verfolgt. 

Die ermittelten Parameter der Inaktiviarung betragen: 

Ki = 9CnM und kinact = 0,11 sec"'. 



